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KUGE @IVINE PRIMENOM MOLEKULARNIH METODA
VIRUSOLO[KE DIJAGNOSTIKE*
IDENTIFICATION OF ISOLATED VIRAL STRAINS OF ATYPICAL
AVIAN INFLUENZA USING MOLECULAR METHODS OF VIROLOGICAL
DIAGNOSTICS
D. Vidanovi}, M. [ekler, N. Vaskovi}, A. @arkovi}, K. Matovi}, N. Mili},
J. Ni{avi}**
Pored primene standardnih metoda virusolo{ke dijagnostike koje
se koriste za izolovanje virusa Newcastle bolesti iz suspektnog materi-
jala kao i za njegovu identifikaciju, danas su sve vi{e u upotrebi i mo-
lekularne metode dijagnostike i to pre svega lan~ana reakcija po-
limeraze (RT-PCR) i metoda sekvenciranja. Cilj ovog rada bio je ispiti-
vanje mogu}nosti primene navedenih metoda u dijagnostici infekcije
`ivine izazvane virusom Newcastle bolesti. Prisustvo hemaglutinacio-
nih antigena virusa Newcastle bolesti ustanovljeno je u uzorcima alan-
toisne te~nosti od 62 embrionirana jaja `ivine posle 72h od inokulacije
~iji su se titri kretali od 1:16 do 1:2048, dok je testom heminhibicije (HI
testom) uz primenu referentnog imunog seruma protiv navedenog
uzro~nika izvr{ena identifikacija izolovanih virusa u razre|enjima se-
ruma od 1:128 do 1:1024. Metodom reverzne transkripcije (RT-PCT) i
lan~ane reakcije polimeraze (PCR) ustanovljeno da se kod osam ispiti-
vanih uzoraka formira po jedan fragment virusne RNK u gelu agaroze
veli~ine od 254bp koji je po sekvenci nukleotida karakteristi~an za ge-
nom virusa Newcastle bolesti. Na osnovu uporedne analize sekvenci
RNK dobijenih od osam izolovanih sojeva virusa NDV i sekvenci ge-
noma referentnih sojeva virusa atipi~ne kuge `ivine uz kori{}enje
Mega 40 i BLAST programa, utvr|eno je da su izolovani sojevi virusa
Newcastle bolesti visoko virulentni.
Klju~ne re~i: virus Newcastle bolesti, embrionirana jaja, test hema-
glutinacije, test inhibicije hemaglutinacije, RT-PCR, sekvenciranje
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Virus Newcastle bolesti izaziva atipi~nu kugu peradi koja se manifes-
tuje kao perakutno, akutno, subakutno i hroni~no infektivno oboljenje koko{aka,
}uraka, morki, pataka, gusaka, golubova, fazana, jarebica, vrana i drugih divljih
ptica. Infekcija `ivine nastaje preko kontaminirane hrane, vode i opreme koja se
koristi za uzgoj. Virus se odlikuje znatnom varijabilno{}u u pogledu virulencije
tako da mo`e izazvati razli~ita oboljenja u koje spadaju:
1) viscerotropna velogena forma bolesti u vidu akutne letalne infekcije
svih starosnih kategorija `ivine koja se manifestuje pojavom hemoragi~nih lezija u
digestivnom sistemu;
2) neurotropna velogena forma bolesti koja se ispoljava promenama
na respiratornom sistemu i nervnom sistemu inficiranih jedinki;
3) mezogena forma bolesti koja se javlja uglavnom kod mla|ih kate-
gorija `ivine i pra}ena je visokim stepenom mortaliteta;
4) lentogena forma bolesti koja se ispoljava kao inaparentna respira-
torna infekcija izazvana slabovirulentnim ili avirulentnim lentogenim sojevima vi-
rusa od kojih se pripremaju vakcine.
5) asimptomatska enteri~na forma sa promenama u digestivnom
sistemu inficirane `ivine izazvana je lentogenim sojevima virusa Newcastle bolesti
i naj~e{}e proti~e bez ispoljavanja klini~kih simptoma oboljenja.
S obzirom da atipi~na kuga `ivine nanosi zna~ajne ekonomske {tete
`ivinarskoj proizvodnji, danas se za prevenciju ovog oboljenja koriste vakcine pri-
premljene od mezogenih i lentogenih sojeva virusa Newcastle bolesti. Cilj na{eg
ispitivanja je bio da se pored primene standardnih metoda virusolo{ke dijagnos-
tike koje se koriste u izolaciji i identifikaciji virusa Newcastle bolesti, ispita i
mogu}nost primene molekularnih metoda u dijagnostici navedene infekcije `i-
vine.
Materijal / Material
Uzorci / Samples
Ukupno 36 uzoraka unutra{njih organa `ivine (mozak, jetra, slezina,
plu}a, creva) sa sedam razli~itih lokacija na teritoriji Republike Srbije, priprem-
ljeno je za ispitivanje na prisustvo virusa Newcastle bolesti tokom vremenskog
perioda od oktobra do decembra 2006.godine.
Referentni soj virusa Newcastle bolesti / Referent Newcastle disease viral strain
U ispitivanjima je kori{}en referentni soj virusa Newcastle bolesti, La
Sota, umno`en u koko{ijim embrionima, infektivnog titra od 106EID50 i hemagluti-
nacionog titra od 64 HJ/0,1ml.
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Uvod / Introduction
Materijal i metode rada / Materials and methods
Embrionirana jaja / Embryoed eggs
Za izolaciju virusa Newcastle bolesti iz uzoraka suspektnog materijala
poreklom od `ivine kori{}ena su embrionirana jaja stara 9-11 dana. Ukupno je
inokulisano 120 embrioniranih jaja.
Imuni serum / Immune serum
Za izvo|enje testa inhibicije hemaglutinacije kori{}en je referentni
imuni serum protiv virusa Newcastle bolesti titra od 1:256 (Veterinary Laboratory
Agency, Velika Britanija).
Mini kit za ekstrakciju RNK virusa Newcastle bolesti /
Mini kit for extraction of RNA of Newcastle disease virus
Za ekstrakciju virusne RNK iz pripremljenih uzoraka alantoisne
te~nosti poreklom iz inokulisanih embrioniranih jaja kori{}em je QIAamp Viral
RNA mini kit (Qiagen, Nema~ka).
Dijagnosti~ki kit i prajmeri za izvo|enje reverezne transkripcije RNK i lan~ane
reakcije polimeraze / Diagnostic kit and primers for reverse transcription of RNA and polimerase
chain reaction
Za izvo|enje metode reverzne transkripcije RNK i lan~ane reakcije po-
limeraze kori{}eni su One Step RT-PCR kit (Applied Biosystems, SAD) i jedan par
prajmera koji amplifikuju deo gena na molekulu RNK koji kodira sintezu fuzionog
F proteina spolja{njeg omota~a virusa NDV i to: "forward" prajmer
5-CCTTGGTGAITCTATCCGIAG-3 i "reverse" prajmer
5-CTGCCACTGCTAGTTGIGATAATCC-3 (Seal i sar., 1995).
Dijagnosti~ki kit za sekvenciranje izolovanih sojeva virusa Newcastle bolesti / Diag-
nostic kit for sequencing of isolated Newcastle disease viral strains
Za izvo|enje metode sekvenciranja izolovanih sojeva virusa Newcas-
tle bolesti kori{}en je BigDye terminator kit v. 3.1 (Applied Biosystems, SAD).
Metode / Methods
Inokulacija uzoraka suspektnog materijala poreklom od `ivine /
Inoculation of samples of suspect material originating from poultry
Uzorci tkiva `ivine uginule sa klini~kim simptomima Newcastle bolesti
su posle obrade inokulisani alantoisnu {upljinu embrioniranih jaja starih 9-11
dana po standardnoj proceduri. (OIE priru~nik, 2008).
Test hemaglutinacije / Hemagglutination test
U sva udubljenja mikrotitracionih plo~a sa „V“ dnom, najpre je sipano
po 25 L rastvara~a PBS-a. U prva udubljenja mikrotitracionih plo~a je zatim do-
davano po 25 l suspenzije alantoisne te~nosti poreklom od inokulisanih pile}ih
embriona. Ove dve te~nosti su izme{ane, a zatim je me{avina u koli~ini od po
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25 L te~nosti preno{ena u slede}a udubljenja mikrotitracione plo~e i tako sve do
11. bazen~i}a iz koga je koli~ina od po 25 L te~nosti izba~ena. U sva udubljenja
je posle pripreme osnovnog razre|enja dodavano po 25 L PBS-a kako bi se do-
bila koli~ina od po 50 L te~nosti u svakom bazen~i}u i razre|enje alantoisne
te~nosti odnosno umno`enog virusa od 1:2 do 1:4096. U sve bazen~i}e mikroti-
tracione plo~e je zatim dodavano po 25 L 1% suspenzije koko{ijih eritrocita. Po-
sle inkubacije u vremenskom periodu od 40 minuta na sobnoj temperaturi, vr{eno
je o~itavanje rezultata. (OIE priru~nik, 2008).
Test inhibicije hemaglutinacije (HI test) / Hemagglutination inhibition test (HI test)
U sve bazen~i}e mikrotitracione plo}e sipano je po 25 L PBS-a, po-
sle ~ega je u prve bazen~i}e mikrotitracione plo~e pojedina~no dodato po 25 L
referentnog imunog seruma protiv virusa Newcastle bolesti, koji su prvo izme{ani
sa rastvara~em, a zatim su u koli~ini od po 25 L preneti kroz naredna udubljenja
mikroplo~e sa PBS-om ~ime su dobijena razre|enja seruma od po~etnog 1:2 do
1:4096. U sva udubljenje su zatim dodati uzorci od po 25 L suspenzije alantoisne
te~nosti koja je pokazala jasnu hemaglutinacionu aktivnost i ~iji je titar pode{en
na 4 H.J. Ovako pripremljene mikrotitracione plo~e su inkubisane u vremenskom
periodu od 30 minuta na sobnoj temperaturi posle ~ega je u sve bazen~i}e mikro-
titracione plo~e sipano po 25 L 1% suspenzije koko{ijih eritrocita. Posle 40 mi-
nuta, inkubisanja uzoraka na sobnoj temperaturi, vr{eno je o~itavanje rezultata.
(OIE priru~nik, 2008).
Ekstrakcija virusne RNK / Extraction of viral RNA
Ekstrakcija virusne RNK iz pripremljenih uzoraka alantoisne te~nosti
poreklom iz embrioniranih jaja vr{ena je primenom QIAamp Viral RNA mini kita
(Qiagen, Nema~ka) po proceduri propisanoj od strane proizvo|a~a.
Reakcija reverzne transkripcije i lan~ana reakcija polimeraze (RT-PCR) /
Reverse transcription and polimerase chain reaction (RT-PCR)
Za izvo|enje reakcije reverzne transkripcije i lan~ane reakcije po-
limeraze kori{}ena je sme{a za RT-PCR koja se sastojala od 12,5 L 2X Master
Mix-a, 0,625 L 40X MultiScribe and RNase Inhibitor Mix-a, 0,2 L 50 mM "For-
ward" prajmera, 0,2 L 50 mM "Reverse" prajmera, 6,48 L DEPC H2O i 5 L ek-
strakta RNK.
Reakcija reverzne transkripcije odvijala se na temperaturi od 50oC u
vremenskom periodu od 30 minuta, a denaturacija i aktivacija termostabilne po-
limeraze na temperaturi od 95oC u trajanju od 15 minuta. Izvo|enje navedene me-
tode je obuhvatalo i ~etrdeset ciklusa denaturacije na temperaturi od 94oC u tra-
janju od 30 sekundi, vezivanje prajmera na temperatiri od 50oC u trajanju od 30
sekundi i elongaciju na temperaturi od 72oC u trajanju od 1 minut. Finalna elonga-
cija PCR produkata se odvijala na temperaturi od 72oC u vremenskom periodu od
7 minuta.
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Izvo|enje metode horizontalne gel elektroforeze /
Method of horizontal gel electrophoresis
Dobijeni PCR produkti, u koli~ini od po 20 L, kori{}eni su za izvo|e-
nje reakcije horizontalne gel elektroforeze u 1 % agaroznom gelu (Invitrogen,
SAD). Bojenje agaroze vr{eno je etidijum bromidom, a vizuelizacija dobijenih PCR
produkata vr{ena je u GelDoc sistemu (Bio-Rad, SAD). Pre~i{}avanje PCR proiz-
voda je zatim vr{eno kori{}enjem Qiaquick gel Extraction kita (Qiagen,
Nema~ka).
Izvo|enje metode sekvenciranja dobijenih sojeva virusa Newcastle bolesti /
Method of sequencing of obtained Newcastle disease viral strains
Pre~i{}eni PCR produkti su kori{}eni kao templat u reakciji sekvenci-
ranja sa BigDye terminator kitom v. 3.1 (Applied Biosystems, SAD). Sme{a za
sekvenciranje u kona~noj zapremini od 20 l imala je slede}i sastav:
Ready reaction premix 4 L
BigDye sequencing buffer 2 L
Prajmer (3.2 pMol) 1 L
Template 10 L
H2O 3 L
Pre~i{}avanje PCR produkata je vr{eno u Centrisept kolonama (Pren-
cinton, USA). Pre~i{}eni proizvodi sekvenciranja su pome{ani sa HI-DI formami-
dom u odnosu 1:1 i posle toga sipani u bazen~i}e mikrotitracione plo~e u koli~ini
od po 16 L. Metoda elektroforeze je izvo|ena u aparatu 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, USA), a dobijene sekvence su obra|ivane primenom komp-
juterskih programa Sequencing Analysis 5.2 i Mega 4.0. Konsenzus sekvence
nukleotida u sastavu F-gena su primenom BLAST programa upore|ivane sa nuk-
leotidnim sekvencama u sastavu navedenog gena drugih sojeva virusa Newcas-
tle bolesti koje se nalaze u banci gena.
Identifikacija sojeva virusa Newcastle bolesti na osnovu njihove virulencije prime-
nom molekularnih metoda / Identification of Newcastle disease viral strains based on their
virulence using molecular methods
Sekvence nukleotida odgovorne za kodiranje sinteze fuzionog F-pro-
teina su pomo}u Transek (Transeq) programa prevo|ene u odgovaraju}e sek-
vence aminokiselina koje odre|uju primarnu strukturu pomenutog antigena.
Prema podacima iz OIE priru~nika za 2008. godinu smatra se da su visokoviru-
lentni sojevi virusa Newcastle bolesti oni koji imaju bazne kiseline (lizin – K ili ar-
ginin – R) na pozicijama 113, 115 i 116, odnosno ako je njihov redosled na C ter-
minalnom kraju F2 subjedinice 112R/K-R-Q-K/R-R116 i ako poseduju fenilalanin na
poziciji 117. Svi sojevi virusa Newcastle bolesti koji imaju redosled aminokiselina
112G/E-K/R-Q-G/E-R116 i L (leucin) na poziciji 117 su nisko virulentni.
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Posle 72h od inokulacije uzoraka suspektnog materijala u embrioni-
rana jaja koko{i utvr|eno je uginu}e 62 embriona. U alantoisnoj te~nosti uginulih
embriona primenom testa hemaglutinacije ustanovljeno je prisustvo hemaglutina-
cionih antigena virusa Newcastle bolesti ~iji su se titri kretali od 1:16 do 1:2048 (ta-
bela 1).
Tabela 1. Rezultati testa hemaglutinacije (HA test) /
Table 1. Results of hemagglutination test (HA test)
Uzorci alantoisne te~nosti /
Samples of allantoic liquid
Vrednosti titra hemaglutinacije /
Values of hemagglutination titer
(HJ/01 ml)
1. 1:16
2. 1:64
3. 1:128
4. 1:64
5. 1:512
6. 1:256
7. 1:2048
8. 1:128
Posle tretiranja uzoraka alantoisne te~nosti raze|enjima referentnog
imunog seruma, izostala je pojava aglutinacije koko{ijih eritrocita u razre|enjima
seruma od 1:128 do 1:1024, ~ime je izvr{ena identifikacija virusa Newcastle
bolesti u ispitivanim uzorcima (tabela 2).
Tabela 2. Rezultati testa inhibicije hemaglutinacije (HI test) /
Table 2. Results of hemagglutination inhibition test (HI test).
Uzorci alantoisne te~nosti /
Samples of allantoic liquid
Vrednosti titra inhibicije
hemaglutinacije / Values of
hemagglutination inhibition titer
1. 1:512
2. 1:256
3. 1:128
4. 1:1024
5. 1:512
6. 1:1024
7. 1:512
8. 1:1024
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Rezultati / Results
Rezultati dobijeni metodom reverzne transkripcije i lan~ane reakcije
polimeraze pokazali su da se kod osam ispitivanih uzoraka formira po jedan frag-
ment virusne RNK u gelu agaroze, veli~ine od 254 bp koji je po sekvenci nukleo-
tida karakteristi~an za genom virusa atipi~ne kuge `ivine (slika 1).
Sekvence nukleotida dobijene „forward“ i „reverse“ prajmerima su
upore|ivane sa sekvencama genoma pojedinih sojeva virusa Newcastle bolesti
kori{}enjem Mega 4.0 programa. Uporednom analizom dobijenih sekvenci RNK
poreklom od osam izolovanih sojeva virusa Newcastle bolesti i sekvenci genoma
referentnih sojeva virusa atipi~ne kuge peradi uz kori{}enje Mega 40 i BLAST pro-
grama, potvr|eno je da se radi o virusu Newcastle bolesti.
Sekvence nukleotida u sastavu gena koji kodira sintezu fuzionog F-
proteina spolja{njeg omota~a virusa Newcastle bolesti prevo|ene su u redosled
aminokiselina koji je imao slede}i sastav:
FYPEIQRSVSTSGGRRQKRFIGAVIGSVALGVATAAQITAAAALIQANQNAANILRLK
ESIAATNEAVHEVTDGLSQLAVAE (slika 2). Karakteristi~an redosled i prisustvo
vi{e baznih aminokiselina na mestu cepanja Fo proteina 112RRQKR116 i prisustvo
F (fenilalanina) na poziciji 117 117FIG119 potvrdili su da su izolovani sojevi virusa
Newcastle bolesti visokovirulentni (OIE Manual, 2008).
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Slika 1. RNK fragmenti referentnog i izolovanih sojeva virusa Newcastle bolesti /
Figure 1. RNA fragments of referent and isolated strains of Newcastle disease virus
Pored primene standarnih metoda virusolo{ke dijagnostike koje se
koriste za izolaciju i identifikaciju virusa Newcastle bolesti danas se u navedene
svrhe sve vi{e primenjuju molekularne metode i to pre svega lan~ana reakcija po-
limeraze (RT-PCR) i metoda sekvenciranja genoma virusa (Aldous i sar., 2001). S
obzirom na to da postoje zna~ajne razlike u virulenciji izme|u pojedinih sojeva vi-
rusa Newcastle bolesti, prema kriterijumima OIE-a je, pored dokazivanja prisustva
navedenog uzro~nika u suspektnom materijalu primenom standardnih viruso-
lo{kih metoda, potrebno izvr{iti i identifikaciju izolovanih sojeva virusa na osnovu
karakteristika njihovih genoma i stepena virulencije primenom molekularnih me-
toda virusolo{ke dijagnostike. Analizom redosleda nukleotida u sastavu F-gena
na mestu njegovog cepanja, odnosno redosleda aminokiselina ~iju sintezu kodi-
raju odre|ene sekvence pomenutog gena, mogu}e je precizno utvrditi da li se
radi o visoko ili nisko virulentnim sojevima virusa Newcastle bolesti (Leeuw i sar.,
2005; OIE Manual, 2008). Iz tih razloga je neophodno koristiti navedene metode
koje omogu}avaju identifikaciju izolovanih sojeva virusa Newcastle bolesti `ivine
primenom metode sekvenciranja radi determinacije nukleotidnih sekvenci koje
odre|uju antigensku specifi~nost njihovih fuzionih antigena i od kojih zavisi i viru-
lencija pomenutog uzro~nika. (OIE Manual, 2008).
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Zaklju~ak i diskusija / Conclusion and Discussion
Slika 2. Sekvenca aminokiselina izolovanih sojeva virusa Newcastle bolesti /
Figure 2. Amino acid sequence of isolated strains of Newcastle disease virus
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USING MOLECULAR METHODS OF VIROLOGICAL DIAGNOSTICS
D. Vidanovi}, M. Sekler, N. Vaskovi}, A. @arkovi}, K. Matovi}, N. Mili}, J. Ni{avi}
In addition to the implementation of standard methods of virological diagnos-
tics used for the isolation of the Newcastle disease virus from suspect material, as well as
for its identification, nowdays there is increasing use of molecular diagnostic methods, pri-
marily reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and the sequencing
method. The objective of this work was to examine possibilities for the implementation of
the above methods in the diagnosis of poultry infection caused by the Newcastle disease
virus. The presence of hemagglutination antigens for the Newcastle disease virus was es-
tablished in samples of allantoic liquid from 62 poultry embryoed eggs 72 h after inocula-
tion, whose titers ranged from 1:16 to 1:2048, while the hemagglutination inhibition test (HI
test) with the implementation of a referent immuno serum against the given cause provided
the identification of isolated viruses in serum dillutions of 1:128 to 1:1024. The RT-PCR
method and the PCR established that in eight examined samples one fragment each of viral
RNA is formed in agarose gel of a size of 254bp, which is characteristic for the Newcastle
disease virus genome according to its nucleotide sequence. On the grounds of a compara-
tive analysis of RNA sequences obtained from eight isolated NDV strains and the genome
sequences of referent atypical poultry influenza viral strains using Mega 40 and BLAST pro-
grammes, it was established that the isolated strains of the Newcastle disease virus were
highly virrulent.
Key words: Newcastle disease virus, embryoed eggs, hemagglutination test,
hemagglutination inhibition test, RT-PCR, sequencing.
IDENTIFIKACIÂ IZOLIROVANNÀH [TAMMOV VIRUSA ATIPI^NOY ^UMÀ
DOMA[NIH PTIC PRIMENENIEM MOLEKULÂRNÀH METODOV
VIRUSOLOGI^ESKOY DIÂGNOSTIKI
D. Vidanovi~, M. [ekler, N. Vaskovi~, A. @arkovi~, K. Matovi~, N. Mili~,
Y. Ni{avi~
NarÔdu s primeneniem standartnìh metodov virusologi~eskoy diag-
nostiki, polÝzuemìe dlÔ izolirovaniÔ virusa NÝÓkasla bolezni iz podozritelÝ-
nogo materiala slovno i dlÔ ego identifikacii, v nastoÔçee vremÔ vsë bólÝ{e v
upotreblenii i molekulÔrnìe metodì diagnostiki a imenno pre`de vsego cepnaÔ
reakciÔ polimerazì (RT-PCR) i metoda sekvencirovaniÔ. CelÝ Ìtoy rabotì bìla
ispìtanie vozmo`nosti primeneniÔ privedënnìh metodov v diagnostike infek-
cii doma{nih ptic, vìzvannoy virusom NÝÓkasla bolezni. Prisutstvie gemagglÓ-
tinacionnìh antigenov virusa NÝÓkasla bolezni ustanovleno nami v obraz~ikah
alantoisnoy `idkosti ot 62 Ìmbrionirovannìh Ôic doma{nih ptic posle 72 ~. ot
inokulÔcii ~Ýi titrì dvigalisÝ ot 1:16 do 1:2048, poka testom himtormo`eniÔ (HT
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testom) pri primenenii referentnogo immunnogo seruma protiv privedënnogo
vozbuditelÔ sover{ena identifikaciÔ izolirovannìh virusov v razre`ënnostÔh
seruma ot 1:128 do 1:1024. Metodom reeversivnoy transkripcii (RT-PCT) i cepnoy
reakcii polimerazì (PCR) ustanovleno nami, ~to u vosÝmi ispìtannìh obraz~ikov
formiruetsÔ po odin fragment virusnoy RNK v gele agarozì veli~inoy ot 254 bp,
kotorìy po sekvence nukleotidov harakternìy dlÔ genoma virusa NÝÓkasla bo-
lezni. Na osnove sravnitelÝnogo analiza sekvenc RNK, polu~ennìh iz vosÝmi
izolirovannìh {tammov virusa NDV i sekvenc genoma referntnìh {tammov vi-
rusa atipi~noy ~umì doma{nih ptic pri polÝzovanii Mega 40 i BLAST programmì,
utver`deno nami, ~to izolirovannìe {tammì virusa NÝÓkasla bolezni vìsoko
virulentnì.
KlÓ~evìe slova: Virus NÝÓkasla bolezni, Ìmbrionirovannìe Ôyca, test
gemagglÓtinacii, test tormo`eniÔ gemagglÓtinacii, RT-PCR, sekvencirovanie
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